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てのタンパク質をコードする遺伝子の転写は、RNAポリメラーゼ II（Pol II）が担う。Pol II
は、DNA上の特異的制御配列であるプロモーター上において、5種類の基本転写因子（TFIIB、
-IID、-IIE、-IIF、-IIH）とともに転写開始複合体を形成することで活性化されるが、in vitro






のキナーゼ活性を有する CDK8 または CDK19が CDK サブユニットとして含まれる。これ
までに、CDK8 を介したメディエーターによる転写制御機構の解析は進みつつあるが、
CDK19 に着目した解析はほとんど行われておらず、CDK19 による遺伝子発現制御をはじ





きた。これらのことは、CDK19 が CDK8 と異なる機能を用いて遺伝子発現制御に関わるこ
とを強く示唆している。そこで私は、CDK19 による転写制御機構の解明より、これまで混








ト SUZ12、B細胞分化に関わる転写抑制因子 BCL6の 3因子の部分配列を CDK19の相互作
論　文　内　容　の　要　旨
用候補因子として同定した。タンパク間相互作用をさらに検証するため、大腸菌で発現さ
せ精製した組換えタンパクを用いて in vitro 相互作用解析を行った。その結果、候補因子
はいずれも全長の CDK19 と CDK8 の両者と直接結合することが分かった。さらに、CDK
側の相互作用領域を特定するため、両 CDK の相同性の高い N 末からキナーゼドメインま
での領域と相同性の低い C 末領域をそれぞれ有する欠失変異体を用いて in vitro相互作用
解析を行った。その結果、候補因子はいずれも両 CDK の相同性の高い N 末からキナーゼ
ドメインまでの領域と直接結合することが分かった。次に、これら候補因子は単独の CDK
と相互作用するのか、あるいは各 CDK が構成するメディエーターと相互作用するのかを検
証するため、HeLa S3 細胞核抽出液を用いて in vitro相互作用解析を行った。その結果、候
補因子はいずれも各 CDK が構成するメディエーターとも結合することが分かった。以上よ
り、BRG1、SUZ12、BCL6を CDK19 及び CDK8の新規相互作用因子として同定した。 
2章．メディエーターCDK サブユニットによる転写制御を介した分化制御機構 




サブユニット SUZ12 と 2 つの CDK との関係性を明らかにすることで、これらの関わる分
化制御を分子レベルで明らかに出来ると考え、研究を進めた。 
まず、SUZ12 が構成するポリコーム複合体である PRC2 との関係性をさらに追求するた
め、PRC2 の構成因子である EZH2との物理的な相互作用を in vitro相互作用解析により検
討した。その結果、EZH2は全長の CDK19及び CDK8 の両者と直接結合することが分かっ
た。同様に、CDK 欠失変異体を用いた in vitro 相互作用解析の結果、EZH2 も SUZ12 と同
様に両 CDK の N 末からキナーゼドメインまでの領域と直接結合することが分かった。ま
た、他のグループから、EZH2 は CDK19 と CDK8 とは異なる CDK ファミリーによってリ
ン酸化されることが報告されていることから、EZH2が CDK19または CDK8 によってもリ
ン酸化され得るかを検討するため、各 CDKが構成するメディエーターと大腸菌で発現させ
た EZH2の精製組換えタンパクを用いて in vitroリン酸化解析を行った。その結果、EZH2
は CDK19 及び CDK8 の新規リン酸化標的であることが明らかとなった。そこで次に、
CDK19 または CDK8 が細胞分化に転写レベルで関与するかを検討するため、レチノイン酸
により神経細胞への分化を誘導できる Ntera2 cl. D1 細胞を用いて、CDK19または CDK8 の
発現を siRNAによりノックダウンし、神経細胞分化に関わるレチノイン酸標的遺伝子の発
現量を RT-qPCR により解析した。その結果、CDK19 及び CDK8 はレチノイン酸により早
期に誘導される神経細胞分化関連遺伝子の転写活性化に関わることが明らかとなった。さ
らに、これらの遺伝子発現が 2つの CDK及び PRC2によって直接制御されるかを検討する
ため、各遺伝子上でのタンパク局在を ChIP により解析した。その結果、各 CDK を含むメ
ディエーター及び PRC2 は、神経細胞分化関連遺伝子のプロモーター上に共局在すること
が明らかになった。以上の結果から、CDK を含むメディエーターが PRC2 と協調的に神経
細胞分化関連遺伝子の転写制御に関わることが示唆された。 
【結論・考察】 
本研究において、私は CDK19 の相互作用因子として、SUZ12、BRG1、BCL6 を同定し
た。また、in vitro タンパク質相互作用解析から、これらの 3因子は CDK19 及び CDK8 の
両者と相同性の高いキナーゼドメインを含む領域と直接結合することに加え、各 CDKが構
成するメディエーターと結合することを明らかにした。次に、SUZ12 が構成する PRC2 と
CDK19 及び CDK8 との関係性に着目して研究を進めた結果、2 つの CDK は PRC2 を構成







ぞれの CDK 特異抗体を用いた ChIP-seq のようなゲノムワイドな手法を用いた機能解析に






1. Fukasawa R, Tsutsui T, Hirose Y, Tanaka A, and Ohkuma Y. Mediator CDK subunits are platforms for
interactions with various chromatin regulatory complexes. J. Biochem. 152(3):241-249 (2012)
2. Tsutsui T, Fukasawa R, Shinmyouzu K, Nakagawa R, Tobe K, Tanaka A, and Ohkuma Y. Mediator
complex recruits epigenetic regulators via its two cyclin-dependent kinase subunits to repress
transcription of immune response genes. J. Biol. Chem. 288(29):20955-20965 (2013)
3. Fukasawa R, Iida S, Tsutsui T, Hirose Y, and Ohkuma Y. Mediator complex cooperatively regulates
transcription of retinoic acid target genes with Polycomb Repressive Complex 2 during neuronal
differentiation. (submitted)
4. Kumafuji M, Umemura H, Furomoto T, Fukasawa R, Tanaka A, and Ohkuma Y. Mediator MED18
subunit plays a negative role in transcription via the CDK/cyclin module. Genes Cells 19(7):582-593
(2014)
5. Kikuchi Y, Umemura H, Nishitani S, Iida S, Fukasawa R, Hayashi H, Hirose Y, Tanaka A, Sugasawa K,
and Ohkuma Y. Human mediator MED17 subunit plays essential roles in gene regulation by
associating with the transcription and DNA repair machineries. Genes Cells Epub ahead of print,
December 7 (2014)
 学 位 論 文 審 査 の 要 旨 
 





















































1. Rikiya Fukasawa, Taiki Tsutsui, Yutaka Hirose, Aki Tanaka and Yoshiaki Ohkuma 
Mediator CDK subunits are platforms for interactions with various chromatin  
regulatory complexes.J. Biochem. 152(3):241-249 (2012). 
2. Taiki Tsutsui, Rikiya Fukasawa, Kaori Shinmyouzu, Reiko Nakagawa, Kazuyuki Tobe,
Aki Tanaka and Yoshiaki Ohkuma. Mediator complex recruits epigenetic regulators
via its two cyclin-dependent kinase subunits to repress transcription of immune
response genes. J. Biol. Chem. 288 (29): 20955-20965 (2013). 
3. Rikiya Fukasawa, Taiki Tsutsui, Yutaka Hirose, Satoshi Iida and Yoshiaki Ohkuma. 
Mediator complex cooperatively regulates transcription of RA-regulated genes 
with chromatin regulators during neuronal differentiation.in preparation. 
 
 
